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(57) Abstract 



The invention relates to monoclonal antibodies or fragments thereof binding to the capsid of adeno associated viruses, whereby the 
virus is preventing from binding to the virus receptor of the original target cell. Said antibody or fragment thereof can also be fused with 
a desired receptor Hgand. After the binding of one such antibody to the AAV capsid, it is possible to obtain an AAV that has a modified 
cytotropism, i.e. can bind to a new target cell depending upon the fused ligand and can be used in the construction of an AAV vector for 
targeted gene transfer. 



(57) Zusammenfassung 

Die Erfindung betrifft monoklonale Antikorper oder Fragmente davon, die an das Kapsid von Adeno-assoziierten Viren binden 
wodurch die Bindung des Virus an den Virusrezeptor der urspriinglichen Zielzelle verhindert wird. Dieser AntikOrper oder das Fragment 
davon konnen auBerdem mit einem gewiinschten Rezeptorliganden fusioniert werden. Nach Bindung eines solchen AntikSrpers an das 
AAV-Kapsid wird ein AAV erhalten, das iiber einen veranderten Tropismus verfugt, also - in Abhangigkeit von dem fiisionierten Liganden 
- an eme neue Zielzelle binden kann und zur Konstruktion eines AAV-Vektors fiir gerichteten Gentransfer verwendet werden kann 
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An das AAV-Kapsld bindender, den Zelltropisxmis verMndernder 
Antikdrper und Verfahren zum gerichteten Gentransfer 

Die vorliegende Erfindung betrifft Antikorper oder Fragments 
5 davon, die an das Kapsid von Adeno-assoziierten Viren (AAV) 

binden, wodurch die Bindung des Virus an den Virusrezeptor der 
ursprunglichen Zielzelle verhindert wird. Diese(r) Antikorper 
Oder (das) Fragment (e) da von konnen aufierdem als Adapt or en fiir 
die Fusionierung mit einem gewiinschten Rezeptorliganden die- 

10 nen. Nach Bindung eines solchen Antikorpers an das AAV-Kapsid 

wird ein AAV erhalten, das liber einen veranderten Tropismus 
verfiigt, also - in Abhangigkeit von dem fusionierten Liganden 
an eine neue Zielzelle binden kann. Die vorliegende 
Erfindung betrifft somit ferner AAV-Vektoren, an deren Kapsid 

15 der erf indungsgemafie Antikorper oder das Fragment davon 

gebunden sind. Diese Vektoren konnen fur einen gerichteten 
Gentransfer verwendet werden. Schliefilich betrifft die vor- 
liegende Erfindung ein Verfahren zum gerichteten Gentransfer 
unter Verwendung dieses AAV-Vektors , 

20 

Das erste Ereignis bei einer viralen Infektion stellt die 
Bindung des Virus an die Wirtszelloberf lache dar. Die 
Zelloberf lachenmolekiile, an die die Viren binden, werden 
Virusrezeptoren genannt, wahrend die viralen Proteine, die an 

25 dieser Bindung beteiligt sind, als virale Anhef tungsproteine 
(VAP = '"viral cell attachment protein" ) oder virale Liganden 
bezeichnet werden. Das Studium der Interaktion zwischen 
Virusrezeptoren und viralen Liganden hat in den letzten Jahren 
wachsendes Interesse gefunden, da aus den Kenntnissen dieser 

30 Interaktion nicht nur wichtige Hinweise fiir die Prevention von 

viralen Infektionen gewonnen, sondern solche Kenntnisse u.U. 
auch fur die gezielte Manipulation der Infektion mit viralen 
Vektoren genutzt werden konnen. 



35 



Die Identif izierung einer groEeren Anzahl viraler Rezeptoren 
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forderte eine Reihe von Gemeinsamkeiten bei der Infektion 
verschiedener Viren zutage. So benutzen verschiedene Viren 
Mitglieder derselben Familie von Zelloberf lachenmolekiilen als 
virale Rezeptoren, wie z.B. Mitglieder der IgG- Super familie, 
5 der '^multimembrane spanning transporter", der Integrine oder 

von Wachstumsrezeptoren. AuSerdem wurde in einigen Fallen 
klar, daS dieselben Viren nicht nur mehrere Rezeptormolekiile 
benutzen konnen, sondern fiir die erfolgreiche Infektion der 
Zielzelle tatsachlich die Interaktion mit mehreren Rezeptoren 

10 auch benotigt wird. Um das Inf ektionsereignis zu verstehen und 

gegebenenf alls manipulieren zu konnen, ist es daher vor allem 
notwendig, die viralen Anhef tungsproteine und moglichst die 
Anhef tungssequenzen zu kennen. Innerhalb der Familie der 
Parvoviren wurde fiir das autonome Parvovirus B19 das 

15 Erythrozyten P Antigen als Rezeptor beschrieben (Brown et al . , 

Science 2 62, S. 114-117,1993) und fiir das helf erabhangige AAV- 
2 wurde Heparan Sulfat Proteoglycan als zellulares 
Rezeptormolekul eritiittelt (Summer ford und Samulski, J, Virol. 
72 (2), S. 1438-1445, 1998). 

20 

Fiir einen Gentransfer werden bis heute vorzugsweise virale 
Vektoren, beispielsweise retrovirale Vektoren, adenovirale 
Vektoren oder Vektoren, die von Adeno-assoziierten Viren 
abgeleitet sind, benutzt. Ein Nachteil der bisherigen 

25 Verfahren liegt darin, dag es bisher kaum moglich war, das 

Virus so zu modif izieren, daE (nur) die gewiinschte Zielzelle 
transduziert wird (gerichteter Gentransfer) und die uner- 
wiinschte Transduktion von Nicht-Zielzellen vermieden wird. 
Eine Erweiterung bzw. Veranderung des Zielzellspektriims (d.h. 

30 des Tropismus) konnte nicht nur die Effizienz des Gentranfers 

erhohen, sondern dariiber hinaus sowohl ex vivo als auch in 
vivo Zugang zu schwer transduzierbaren Zelltypen schaffen. 
Somit kommt der Entwicklung von moglichst selektiven 
Gentransf ermethoden eine immer groSere Bedeutung zu, Dabei 

35 tritt neben den Elementen der intrazellularen Spezifitat, die 

beispielsweise durch Steuerung der Genexpression mittels gewe- 
be- Oder zellspezif ischer Promotoren erreicht werden kann, 
immer mehr der gerichtete Gentransfer in den Vordergrund. 
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Zu den bisher ftir einen Gentransfer veirwendeten Vektoren 
zahlen auch die auf AAV basierenden Vektoren. AAV ist ein 
menschliches Parvovirus, das aus einem nicht-umhiillten 
ikosaedrischen Kapsid mit einem einzelstrangigen DNA-Genom 
5 (ca. 4,6 Kb) besteht. Es besitzt einen breiten Wirtsbereich 

und ist in der Lage, sein Genom in eine bevorzugte Stelle des 
Wirtszellgenoms zu integrieren, wenn kein Helfervirus 
vorhanden ist (Kotin et al . , PNAS USA 87(6), S. 2211-2215, 
1990). Die Uberinf ektion mit einem Helfervirus (z.B. 

10 Adenovirus oder Herpesvirus), mobilisiert das latente AAV und 

induziert eine Amplif ikation des AAV-Genoms . Etwa 70% der 
Bevolkerung haben Antikorper gegen AAV, flir das jedoch keine 
pathogenen Eigenschaf ten bekannt sind. Die von AAV 
abgeleiteten Vektoren bestehen lediglich aus den beiden 145 bp 

15 langen tenninalen Wiederholungen, die die Signale in cis fur 

Replikation, Verpackung und Integration tragen. Zwischen diese 
beiden Elemente konnen bis zu ca. 4,5 Kb Fremd-DNA inseriert 
werden. Zur Verpackung in rekombinante virale Vektoren (rAAV) 
sind in trans die rep- und cap-Gene, sowie ein Helfervirus 

20 erf orderlich. Obwohl in den letzten Jahren mehrere verbesserte 

Verfahren zur Vektorproduktion verof f entlicht wurden, ist die 
relativ aufwendige Herstellung von AAV-Vektoren immer noch 
eines der Haupthindernisse ftir eine breitere Anwendung dieses 
Vektorsys terns . In jiingster Zeit konnte jedoch mit der 

25 Herstellung von rAAV ohne Helfervirus eine entscheidende 

Verbesserung und Vereinf achung des Produktionsverf ahrens 
erzielt werden (Xiao et al., J. Virol. 72(3), S. 2224-2232, 
1998) . 

30 AAV-Vektoren vereinigen eine Reihe von Vorteilen: Sie 

enthalten keine viralen Gene, besitzen stabile Kapside, haben 
einen breiten Wirtsbereich und sind in der Lage, sowohl 
prolif erierende Zellen als auch ruhende Zellen zu infizieren. 
Insbesondere erlauben sie eine Langzei texpression von 

35 eingeschleusten Genen in die dif f erenzierten Gewebe, z.B. 

Muskel, Gehirn und Retina, ohne nennenswerte Immunantwort des 
Wirts • 
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Die Nachteile der Verwendung von AAV-Vektoren fiir den 
Gentransfer liegen jedoch u.a. darin, daS zwar AAV einen 
breiten Wirtsbereich besitzt, sich jedoch manche Zelltypen, 
beispielsweise haematopoietische Stammzellen und dendritische 
5 Zellen, nur unbef riedigend transduzieren lassen. Aufierdem ware 

naturlich fiir in vivo- Anwendungen grundsat zlich die 
Moglichkeit eines selektiven Gentransfers mit AAV 
wiinschenswert . Allerdings liegen bisher kaum Kenntnisse liber 
die Determinanten des Zell- und Gewebetropismus von AAV vor, 
10 wie z.B. liber virale Anhef tungsproteine oder 

Anhef tungssequenzen und somit gibt es bisher keine 
Moglichkeit, AAV hinsichtlich eines selektiven Gentransfers zu 
manipul ieren . 

15 Somit liegt der vorliegenden Erfindung die Aufgabe zugrunde, 

AAV-Vektoren bereitzustellen, mit denen ein selektiver 
Gentransfer erreicht werden kann. 

Diese Aufgabe wird durch die Gegenstande der Patentanspriiche 
20 gelost. 

In der vorliegenden Erfindung wurden monoklonale AntikSrper 
erzeugt, die gegen die Bindungsstellen (Ligandensequenzen) der 
AAV-Kapsidproteine gerichtet sind. Es konnte gezeigt werden, 

25 daS nach Bindung dieser Antikorper an AAV die Infektion der 

ursprtinglichen Zielzelle unterblieb und die Bindung des AAV an 
den Virusrezeptor der ursprtinglichen Zielzelle blockiert 
wurde. Desweiteren konnten die Bindungseigenschaf ten von AAV- 
Kapsiden dadurch modifiziert werden, daS ausgehend von den 

30 vorstehend erwahnten Antikorpern Fusionspolypeptide (z.B. Fab- 

Fragmente des monoclonalen Antikorpers verkniipft mit neuen 
Ligandensequenzen) oder Einzelketten-Antikorper- 
Fusionsproteine hergestellt wurden, und diese an die AAV- 
Kapside gebunden wurden. Es konnte gezeigt werden, daS AAV- 

35 Vektoren mit solchen Kapsiden nur die gewunschte Zielzelle 
trans fizierten und somit fiir einen selektiven Gentransfer 
geeignet sind. 
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Somit betrifft die vorliegende Erfindung einen monoklonalen 
Antikorper, der dadurch gekennzeichnet ist, daS er an das 
Kapsid eines Adeno-assozierten Virus (AAV) bindet und die 
Bindung des Virus an den Virusrezeptor der urspriinglichen 
5 Zielzelle verhindert. 

Der hier verwendete Ausdruck "Kapsid" bezeichnet die 
icosaedrische Proteinhiille , die das AAV-Genom umgibt und 
typischerweise aus den Strukturproteinen VPl, VP2 und VP3 
10 aufgebaut ist. 

Der hier verwendete Ausdruck ''urspriingliche Zielzelle" 
bezeichnet jede Zelle, an die das uninodif izierte AAV bindet. 

15 Zu den AAV zahlen folgende Typen: AAV-1, AAV-2, AAV-3, AAV-4, 

AAV-5 und AAV-6. Fur die Zwecke eines Gentransfers sind dabei 
folgende Gruppen besonders geeignet : AAV-2 , AAV-3 , AAV-4, AAV- 
5 und AAV-6- 

20 Die Verhinderung der Bindung des AAV an den Virusrezeptor der 
urspriinglichen Zielzelle kann durch mehrere Verfahren bestimmt 
werden. Verschiedene radioaktive sowie nicht-radioaktive 
Bindungstests sind in den letzten Jahren entwickelt worden, lom 
die Bindung eines Virus an seine Zielzelle zu bestiinmen. Diese 

25 Verfahren sind im Rahmen der vorliegenden Erfindung anwendbar. 

In den meisten Ansatzen werden in radioaktiven Tests ^^^I oder 
^^S markierte Viruspartikel mit Zellen inkubiert und spater die 
mit den Zellen verbleibende Radi oakt ivi tat gemessen 
(S-ummerf ord, C and Samulski, R. J. 199 8, Journal of Virology 

30 72, 1438-1445; Grubman, M. J. et al . 1985, Journal of Virology 

56, 120-126; Abraham, G. et al . 1988, Journal of Virology 62, 
2300-2306; Greve, J. M. et al . 1989, Cell 56, 839-847). Andere 
radioaktive Bindungstest basieren auf Blot-Assays, in denen 
Zellextrakte auf eine Nitrozellulosemembran aufgedotted oder 

35 nach SDS-PAGE geblotted werden und diese dann mit radioaktiv 
markierten Viren inkubiert werden. Gebundene Viren konnen nach 
Exposition auf einem Rontgen-Film nachgewiesen werden (Bass, 
D. M. et al. 1991, Virology 183, 602-610; Roivainen, M. et al. 



wo 00/26254 PCT/DE99/03517 

6 

1994, Virology 302, 357-365) . Weniger Ansatze wurden mit 
nicht-radioaktiven Bindungstests durchgef lihrt . ZiJiti Beispiel 
benutzten Mizukami et al . (Virology 217, 124-130, 1996) 
biotinylierte AAV anstelle radioaktiv markierter Viren, die 
5 mit Hilfe von itiarkiertem Streptavidin nachgewiesen wurden, 
Herrmann et al . (Journal of Virology 69, 6797-6804, 1995) 
messen die Bindung von B-lymphotrophen Papovaviren an B- 
lymphome Zellinien mittels eines Kapsidprotein-ELISA' s wahrend 
Tresnan et al . (Virology 211, 123-132, 1995) die von leeren 

10 Kapsiden des Canine Parvovirus gebundenen Zellen durch FACS- 

Analyse bestimmen. Mit Hilfe dieser Bindungstests kann nicht 
nur die direkte Bindung von Viren an die Zelle bestiinmt 
werden, sondern auch die Blockierung dieser Bindung durch 
monoklonale Antikorper (Mak) untersucht werden. Dabei werden 

15 Zellen mit Mak inkubiert bevor eine Inkubation mit radioaktiv 

markierten Viren erfolgt und die an Zellen gebundene Radio- 
aktivitat gemessen wird (Roden, R. B. S. et al . 1994, Journal 
of Virology 68, 7570-7574; Shepley, M. P. et al . 1988, 
Proceedings of the National Academy of Sciences USA 85, 7743- 

20 7747; Bergelson, J. M. et al . 1992, Science 255, 1718-1720). 

Brown, K. E. et al - (Science 262, 114-117, 1993) bestimmt iiber 
"colony- forming units" Maks, welche die Bindung des B19 
Parvovirus an die Zelle unterbinden. 

25 Vorzugsweise wurden die in der vorliegenden Pat entanmel dung 
beschriebenen monoklonalen Antikorper iiber einen weiteren 
nicht radioaktiven Ansatz isoliert. Dieser wird nachfolgend 
anhand von AAV-2 beschrieben, was jedoch nicht als darauf 
beschrankt auszulegen ist. Der nicht-radioaktive Bindungsassay 

30 wurde speziell fur die Isolierung von monoklonalen Antikorpern 

entwickelt, welche die Bindung von AAV-2 an die Zelle 
inhibieren. Im diesem Test wurden AAV-2 Viren mit 
Hybridomiiberstanden vorinkubiert , um dann mit Zellen inkubiert 
zu werden. Diese Zellen mit den an sie gebundenen Viren wurden 

35 fixiert und unspezif ische Bindungsstellen geblockt, um dann 

die gebundenen Viren mittels Kapsid-ELISAs nachzuweisen. In 
dem Kapsid-ELISA wird ein an AAV-2 bindender, biotinylierter 
monoklonaler AntikSrper benutzt, der durch Streptavidin- 
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Peroxidase nachgewiesen werden kann. Beim "screening" der 
Hybridomtiberstande wurde nach einem negativen ELISA Ergebnis 
gesucht. Wenn der gesuchte monoklonale Antikorper in der Lage 
ist, an AAV-2 zu binden und die Bindung des Virus an die Zelle 
5 zu verhindern, wird kein Signal im ELISA erzielt, da nur AAV-2 

Partikel, welche an Zellen binden, nachgewiesen werden. 

Nicht-Bindung eines Virus hat Nicht-Inf ektion zur Folge. 
Allerdings sind diese beiden Vorgange nicht identisch, da ein 
10 Virus Zellen binden kann, jedoch nicht gleichzeitig in die 

Zelle auf genommen werden muS, was deren Infektion zur Folge 
hatte . 

Verfahren zur Gewinnung von Antikorpern sind dem Fachmann 

15 bekannt. Die Herstellung von monoclonalen Antikorpern umfaEt 

beispielsweise als ersten Schritt die Herstellung von 
polyclonalen Antikorpern unter Verwendung von AAV- 
Kapsidproteinen oder Fragmenten davon (beispielsweise 
synthetische Peptide) mit geeigneten Ligandensequenzen, 

20 beispielsweise die in den Beispielen beschriebenen Peptide 

Oder Fragmente davon, als Immunogen zur Immunisierung 
geeigneter Tiere und die Gewinnung von gegen das definierte 
Antigen Antikorper produzierenden Zellen, z.B. sensibili- 
sierten B-Lymphozyten. Dann werden beispielsweise Zell-Hybride 

25 aus Antikorper produzierenden Zellen und Knochenmark- 

Tumorzellen (Myelomzellen) hergestellt und cloniert. 
Anschliefiend wird ein Clon selektioniert , der einen Antikorper 
produziert, der fiir das verwendete Antigen spezifisch ist. 
Dieser Antikorper wird dann hergestellt. Beispiele von Zellen, 

30 die Antikorper produzieren, sind Milzzellen, 

Lymphknotenzellen, B-Lymphozyten etc.. Beispiele von Tieren, 
die zu diesem Zweck immunisiert werden konnen, sind Mause, 
Ratten, Pferde, Ziegen und Kaninchen. Die Myelomzellen lassen 
sich aus Mausen, Ratten, Menschen oder anderen Quellen 

35 erhalten. Die Zellfusion kann man beispielsweise durch das 

allgemein bekannte Verfahren von Kohler und Milstein 
durchfuhren. Die durch Zellfusion erhaltenen Hybridome werden 
mittels dem Antigen nach dem Enzym-Antikorper-Verf ahren oder 
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nach einem ahnlichen Verfahren abgesucht. Clone werden 
beispielsweise itiit dem Grenz-Verdiinnungs verfahren erhalten. 
Die erhaltenen Clone werden beispielsweise BALB/c-Mausen 
intraperitoneal implantiert , nach 10 bis 14 Tagen wird der 
5 Ascites der Maus entnoirmen, und der monoclonale Antikorper 
durch bekannte Verfahren (beispielsweise 
Ammoniumsu 1 fatfraktionierung, PEG-Fraktionierung, 
lonenaustauschchromatographie , Gelchroinatographie oder 
Af f initatschromatographie) gereinigt . 

10 

Der gewonnene Antikorper kann direkt verwendet werden oder es 
kann ein Fragment davon verwendet werden. In diesem 
Zusairanenhang bedeutet der Begriff ''Fragment" alle Teile des 
monoclonalen Antikorpers (z.B. Fab-, Fv- oder ''single chain 
15 Fv"-Fragmente) , welche die gleiche Epitopspezif itat wie der 

vollstandige Antikorper aufweisen. Die Herstellung solcher 
Fragmente ist dem Fachmann bekannt. 

In einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsf orm ist der 

20 genannte monoclonale Antikorper ein aus einem Tier (z.B. Maus) 

stammender Antikorper, ein humanisierter Antikorper, ein 
chimarer Antikorper, ein humaner Antikorper oder ein Fragment 
davon. Chimdre, menschlichen Antikorper ahnelnde oder 
humanisierte Antikorper besitzen eine herabgesetz te 

25 potentielle Antigenitat, jedoch ist ihre Affinitat gegeniiber 
dem Ziel nicht herabgesetzt . Die allgemeine Herstellung von 
chimaren und humanisierten Antikorpern bzw- von menschlichen 
Antikorpern ahnelnden Antikorpern wurde ausftihrlich 
beschrieben (siehe beispielsweise Queen et al . , PNAS USA 86, 

30 S. 10029,1989; Verhoeyan et al . , Science 239, S. 1534, 1988). 

Humanisierte Immunglobuline weisen variable Grundgertistberei- 
che auf, die im wesentlichen von einem humanen Immunglobulin 
stammen (mit der Bezeichnung Akzeptor- Immunglobulin) und die 
Komplementari tat der determinierenden Bereiche, die im 

35 wesentlichen von einem nicht -menschlichen Immunglobulin (z.B. 

von der Maus) stammen (mit der Bezeichnung Donor-Im- 
mungl obu 1 in ) . Die (der) konstante(n) Bereich(e) 
stammt/ stammen, falls vorhanden, auch im wesentlichen von 
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einem menschlichen Iininunglobulin. Bei der Verabreichung an 
menschliche Patienten bieten humanisierte (sowie humane) 
Antikorper eine Reihe von Vorteilen gegeniiber Antikorpern von 
Mausen oder anderen Spezies: (a) das menschliche Immunsystem 
5 sollte das Grundgerust oder den konstanten Bereich des 

humanisierten Antikorpers nicht als fremd erkennen und daher 
sollte die Antikorper- An twort gegen einen solchen injizierten 
Antikorper geringer ausfallen als gegen einen vollstandig 
fremden Maus -Antikorper oder einen partiell freraden chimaren 

10 Antikorper; (b) da der Ef f ektorbereich des humanisierten 

Antikorpers menschlich ist, diirfte er mit anderen Teilen des 
menschlichen Immunsystems besser interagieren , und (c) 
injizierte humanisierte Antikorper weisen eine Halbwertszeit 
auf, die im wesentlichen zu der von natiirlich vorkommenden 

15 menschlichen Antikorpern aquivalent ist, was es erlaubt, 

kleinere und weniger hauf ige Dosen im Vergleich zu Antikorpern 
anderer Spezies zu verabreichen, Diese Vorteile gelten 
nattirlich ebenso fiir humane Antikorper. 

20 In einer weiteren besonders bevorzugten Ausftihrungsf orm 

handelt es sich bei dem erf indungsgemaSen Antikorper um einen 
Antikorper oder ein Fragment davon, der an das Kapsid von AAV- 
2, AAV-3, AAV-4, AAV-5 oder hAV-G bindet und die Bindung des 
Virus an den Virusrezeptor der ursprtinglichen Zielzelle 

25 verhindert . 



Besonders bevorzugt sind unter den vorstehend beschriebenen 
Antikorpern oder Fragmenten davon solche, die an die 
Kapsidproteine VPl , VP2 und VPS, insbesondere im Bereich der 
30 Aminosauren 449-475, 545-556 und 585-598 (bezogen auf VPl von 

AAV- 2) , binden. 

Erf indungsgemafie Antikorper k5nnen aus den bei der DSMZ, 
Mascheroder Weg, Braunschweig unter den Nummern ACC 2 3 69 
35 (ergibt C24-B) und ACC 2370 (ergibt C37-B) am 19. August 1998 

hinterlegten Hybridoma-Zellinien gewonnen werden. Diese sind 
gegen AAV-2 gerichtet. 
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Die vorliegende Erf indung betrif f t ferner die vorstehend 
beschriebenen monoclonalen Antikorper, die auSerdem dadurch 
gekennzeichnet sind, daS sie mit einem gewiinschten 
Rezeptorliganden fusioniert sind und somit dazu dienen konnen, 
AAV-Vektoren mit einem eirweiterten bzw. reduzierten 
Wirtsbereich - in Abhangigkeit von der eingefiihrten neuen 
Ligandensequenz - zu konstruieren. Als Rezeptorliganden eignen 
sich alle Liganden, die eine Erweiterung bzw. Reduzierung und 
somit eine gezielte Veranderung des Wirtsbereichs bewirken. Es 
eignen sich hierflir auch Liganden, die vorrangig an Rezeptoren 
von malignen Zellen binden. Hier kommen zum Beispiel die 
folgenden Liganden in Frage: 

Folat, da der Folatrezeptor vermehrt in Gebarmutter- 
Lungen- und Brust-Karzinomen, sowie Gehirntumoren 
exprimiert wird, 

"Fibroblast Growth Factor" (FGF) , da der "high- 
affinity" FGF Rezeptor in malignen Zellinien (z.B. 
SKOV 3 . ipl eine menschliche Gebarmuttertumor- 
zellinie) und Primarzellen (z.B. Kaposi's Sarkoma 
Zellen) sowie prolif erierenden Endothelzellen in 
Tumoren zu finden ist. 

RGD Peptidmotive, die an oc^-Integrine binden, welche 
fast ausschliefilich an Endothelzellen von angiogenen 
Kapillaren in Tumoren 

(Melanomen, Karzinomen, Sarkomen) 
Epidermal Growth Factor (EGF) 
CD 19 
zu finden sind. 

Neben Rezeptorliganden, die sich zum "Targeting" von 
Tumorzellen eignen, sind auch Liganden ftir jene Rezeptoren von 
grofier Bedeutung, die die Infektion von Zielzellen erlauben, 
welche die Behandlung von genet ischen Kranlcheiten ermoglichen. 
Hier seien z.B. genannt: 

"anti-human secretory component Fab fragments". Sie 
binden an den "polymeric immunoglobulin receptor" 
(pIGR) zum Gentransfer in Epithelzellen der Atemwege 
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als Behandlungsmethode der zystischen Fibrose, 
Asialoglycoprotein (ASGP) zum Gentransfer in die 
Leber . 

Erythropoietin, zum "Targeting" von 
5 hematopoietischen Zellen, die den Erythropoietin- 

Rezeptor tragen, beispielsweise fiir die Behandlung 
von Sichelzell-Anamie . 



10 Weiterhin gibt es monoklonale, Antikorper, die anstelle von 

Liganden spezifisch an bestiinmte Rezeptoren binden. Diese sind 
auSerdem als potentielle Fu s i o n s p a r t n e r an die 
erf indungsgemafien monoklonalen Antikorper von grofier Bedeu- 
tung . 

15 

Zur Konstruktion dieser fusionierten Antikorper oder Fragmente 
davon gibt es eine Reihe von verschiedenen Moglichkeiten. 
Beispielsweise kann eine direkte Kopplung eines 
Antikorper fragments, beispielsweise eines Fab-Fragments, mit 
20 den Ligandensequenzen, die an den Rezeptor der gewunschten 
Zielzelle binden, erfolgen. Eine groJSe Vielfalt von Reagenzien 
zur chemischen Kopplung, auch "cross-linker" genannt, sind in 
den letzten Jahrzehnten entwickelt worden. Allgemein kann man 
diese Kopplungsreagenzien, welche wenigstens zwei reaktive 

25 

Gruppen wahrend der Kopplung zur Verfiigung stellen, in homo- 
und heterobifunktionale "cross-linker" unterteilen. Erstere 
besitzen wenigstens zwei identische reaktive Gruppen und 
erlauben eine Ein~Schr i t t-Kopplung , wahrend letztere 

30 wenigstens zwei unterschiedliche reaktive Gruppen besitzen und 

eine sequentielle Konjugation von Proteinen erlauben. Die am 
haufigsten verwendeten "cross-linker" sind homobifunktional 
und reagieren mit den primaren Aminogruppen von Proteinen. 
Dazu gehoren Imidoester und NHS-Ester (N-Hydroxysuccinimide) . 

35 NHS-Ester sind stabiler und effizienter als Imidoester und 
reagieren mit primaren sowie sekundaren Aminen, um eine 
Amidbindung zu formen. Weitere homobifunktionale "cross- 
linker" sind Sulfhydryl -Reagenzien, die mit Thiolgruppen 
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reagieren, sowie. andere Konjugationsreagenzien, welche iriit 
anderen reaktiven Gruppen interagieren (Arginin-spezif ische 
Oder carbonyl-spezif ische "cross-linker") oder keine 
Selektivitat zeigen (z.B. Photoaf finitatsreagenzien) . Die 
5 vorstehend erwahnten "cross -linker" verbinden Proteine fiber 

Briicken, die eine unterschiedliche Entfernung der Proteine 
erlauben. Als Methods, bei der keine Brucken gebildet werden, 
ist die Carbodiiinid-Methode bekannt, bei der Carboxyl gruppen 
mit primaren Aminen uber eine Amidbindung verbunden werden. 

10 Bei der Auswahl von Kopplungsreagenzien mussen vor allem der 

Reaktionspuf f er und pH in welchem der "cross-linker" aktiv ist 
und die Stabilitat der zu koppelnden Proteine in diesem Medium 
in Betracht gezogen werden. Alternativ kann auch die Bin- 
dungssequenz des monoclonalen Antikorpers als Einzelketten- 

15 Antikorper cloniert werden, Der dafiir entwickelte Ansatz in 

der Klonierung von scFv bestand in der direkten Klonierung der 
Antikorpergene aus Hybridom-Zellinien , Dabei werden die 
variablen Bereiche der leichten und schweren Kette durch die 
Polymerase-Kettenreaktion (PGR) mit Hilfe von antikSrper- 

20 spezifischen Oligonucleotidprimern amplif iziert . (F. 

Breitling & S. Diibel, Rekombinante Antikorper, Spektrum 
Akademischer Verlag Heidelberg, 1997) Die clonierten 
Einzelketten-Antikorper konnen beispielsweise an einer 
Phagenoberf lache innerhalb einer Phagenbank exprimiert werden, 

25 urn so deren Bindung an AAV-Kapside beispielsweise mittels 

ELISA zu untersuchen, Nur solche Einzelketten-Antikorper , die 
gute Bindung zeigen, werden weiterverwendet , vm sie beispiels- 
weise in E. coli zu exprimieren. Mit den exprimierten und 
beispielsweise liber ''His- tags" gereinigten Einzelketten- 

30 Antikorpern kann dann erneut deren Fahigkeit zur Kompetition 

der Bindung des Virus an den Rezeptor der ursprunglichen 
Zielzelle tiberpruft werden. Im AnschluS daran konnen die so 
gewonnenen Einzelketten-Antikorper mit den gewiinschten 
Ligandensequenzen oder mit einem zweiten Einzelket ten-Ant ikor- 

35 per fusioniert werden. Die Herstellung von scFv mit 
multivalenten sowie multifunktionellen Eigenschaf ten kann 
dabei durch verschiedene Ansatze erreicht werden, Einige scFv 
zeigen ein nattirliches Multimerisierungspotential , wobei die 
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variablen Domanen eines scFv mit den komplementaren Domanen 
eines anderen scFv miteinander binden. Andere scFv konnen 
durch die Fusion mit einem "Leucine Zipper" oder einer 
amphiphatischen Helix am C-terminus miteinander fusioniert 
5 werden. Ein multifunktioneller Ansatz betrifft die Fusion 

eines scFv mit Streptavidin. Biotinylierte Liganden, monoklo- 
nale Antikorper oder weitere scFv konnen nun einfach mit den 
scFv- Streptavidin konjugiert werden. Diese einfache 
Konjugation an potentielle Bindungspartner wird auch durch das 

10 Einfuhren von C~terminalen Cysteinen erreicht, welche iiber 

Di sul f i dbrucken stabile Dimere bilden. Die direkte 
Fusionierung von zwei scFv resultiert in einem bivalenten und 
bispezif ischen "diabody" . Hier wird die VH Domanen eines scFv 
iiber einen kurzen Linker mit der VL Domane des anderen scFv 

15 verbunden sowie das komplementare VH-VL Paar. (Little et al . 

Methods in Molecular Medicine, 555-622, Vol 13: Molecular 
Diagnosis of Infectious Diseases, Humana Press Inc. Totowa 
NJ) . Nach Expression, beispielsweise in E.coli, konnen solche 
Antikorper-Fusionsproteine bzw. bivalenten Antikorper zur Her- 

20 stellung von modif izierten AAV-Vektoren fur den selektiven 

Gentransfer verwendet werden. 

Die vorliegende Erfindung betrifft somit ferner einen AAV- 
Vektor, vorzugsweise auf AAV-2, AAV-3, AAV-4, AAV--5 oder AAV-6 

25 basierend, der dadurch gekennzeichnet ist, dafi die vorstehend 

beschriebenen erf indungsgemaSen monoclonalen Antikorper oder 
Fragmente davon an sein Kapsid gebunden ist und dieses nicht 
mehr an den Virusrezeptor der urspriinglichen Zielzelle binden 
kann, jedoch gegebenenf alls an den Virusrezeptor einer 

30 gewiinschten Zielzelle. Ein solcher Vektor erlaubt die 

Einfiihrung von Fremd-DNA in eine gewiinschte Zielzelle. Somit 
betrifft die vorliegende Erfindung auch den vorstehend 
beschriebenen Vektor, der zusatzlich eine Fremd-DNA enthalt. 
Dieser kann beispielsweise durch Kotransf ektion eines AAV- 

35 Vektorplasmids , welches eine zu exprimierende Fremd-DNA 

zwischen den "inverted terminal repeats" (ITR) von AAV tragt, 
mit einem AAV-Helf erplasmid in eine Produktionszellinie (z.B. 
293T-Zellen) und Uberinf ektion mit einem Helfervirus (z.B. 
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Ad2, Ad5 Oder HSV-1) gewonnen warden (Figur lA) . Alternativ 
konnen die notwendigen Funktionen des Helfervirus auch auf dem 
AAV-Helf erplasmid vorliegen, wodurch das Herstelliangsverf ahren 
vereinfacht wird (Figur IB) . Die zu exprimierende Fremd-DNA 
5 kann ein Reportergen oder ein therapeutisch interessantes Gen 

enthalten. Diese Fremd-DNA sollte eine Grofie von maximal ca, 
4,7 Kilobasen nicht liberschreiten und kann von einem Fachmann 
nach seinen Wunschen ausgewahlt warden. Die rekombinanten AAV- 
Viren (Vektoren) konnen durch Zellyse aus den transf izierten 
10 Zellen freigesetzt werden. Eine Modifikation der Kapside mit 

den beschriebenen Antikorpern kann im Zellysat oder nach 
Reinigung der Vektoren durchgefiihrt werden kann. Die Reinigung 
kann liber verschiedene Methoden erfolgen, die dem Fachmann 
bekannt sind. 

15 

Der AAV-Vektor ist vorzugsweise so modifiziert, daS er 
Zielzellen uber verschiedene Rezeptoren binden kann. Als 
Zielzellen kommen z.B. Tiimorzellen mit Rezeptoren wie dem 
Folat-Rezeptor , dem "epidermal growth f actor "-Rezeptor und 
20 "fibroblast growth f actor "-Rezeptor bzw. Rezeptoren von 

hematopoietischen Zellen, wie der Erythropoietin Rezeptor, SCF 
Rezeptor und CD 34 in Frage. 

Die vorliegende Erfindung betrifft ferner ein Verfahren zur 
25 Herstellung des erf indungsgemaSen AAV-Vektors, das die in den 

vorstehenden Abschnitten beschriebenen Schritte umfaSt. 

Die vorliegende Erfindung betrifft auch ein Verfahren zum 
gerichteten Gentransfer, das dadurch gekennzeichnet ist, daE 

30 als Vehikel fiir die in die gewiinschte Zielzelle 

einzuschleusende Nucleinsauresequenz der erf indungsgemaSe AAV- 
Vektor verwendet wird. Die einzuschleusende 
Nucleinsauresequenz kann dabei beispielsweise unter der 
Kontrolle eines induzierbaren und/oder reprimierbaren, 

35 zelltyp-spezif ischen Promoters liegen. Die erf indungsgemafien 

AAV- Vektoren konnen in eine Zelle, ein Gewebe, Organ, einen 
Patienten oder ein Tier durch eine Reihe von Verfahren 
eingefuhrt werden, z.B. durch ex vivo Inkubation der 
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gereinigten AAV-Vektoren mit den gewtinschten Zielzellen (z.B. 
Maas et al . HLunan Gene Therapy 9,1049-1059 (1998), Zhou et al . 
Gene Therapy 3, 223-229 (1996), Ponnazhagan et al . Journal of 
Virology 71, 8262-8267 (1997)), bzw. durch direkte Injektion 
5 in ein Zielgewebe (z.B Xiao et al . Journal of Virology 70, 

8098-8108, Flannery et al . Proc . Natl. Acad. Sci. USA 94, 
6916-6921 (1997), During et al . , Gene Therapy 5, 50-58 
(1998) ) . 

10 SchlieSlich konnen im Rahman der vorliegenden Erfindung auch 

Zellen und transgene Tiers (d.h. Sauger) die bezuglich der 
mittels des erf indungsgemafien AAV-Vektors eingeschleusten 
Nucleinsauresequenz transgen sind, erhalten werden. Verfahren 
zur Herstellung solcher transgener Tiere konnen beispielsweise 

15 in WO 91/08216 gefunden werden. 

Die vorliegende Erfindung wird welter anhand der Figur 
beschrieben : 

20 Fig. 1 A,B: Schematische Darstellung von Verfahren zur 

Herstellung von AAV-Vektoren 

Fig. 2: Schematische Darstellung des Tests zur Isolierung 
von Antikorpern, die die Bindung des Virus an die 
Zelle blockieren. 
25 Fig. 3: "Retargeting" von AAV-2 

Die nachstehenden Beispiele erlautern die Erfindung. 

30 Beisoiel 1: Herstellung von aegen die Liaandenseouenzen 

gerichteten Antikoroern 
Zur Herstellung von Antikorpern wurden Balb-c Mause wiederholt 
mit synthetischen Peptiden sowie mit leeren AAV-2 Kapsiden 
immunisiert. Die nachf olgenden vier Peptide wurden aufgrund 

35 von AAV-2 Kapsidgensequenzen, in denen sich AAV-2 und AAV-3 

unterscheiden, synthetisiert . Die Peptide hatten die folgende 
Sequenz : 

AAV-2-1: GPPPPKPAERHKDDSC 
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AAV-2 -2 : SRTNTPSGTTTQSRLQFSQAGASDIRDQSC 
AAV-2-3: QSGVLIFGKQGSEKTNVDIEKC 
AAV- 2 - 4 : SVSTNLQRGNRQAATADVNTQC 



Die beiden Viren AAV-2 und AAV-3 haben einen unterschiedlichen 
Zelltropisinus , obwohl sich ihre Kapsidgensequenzen in nur vier 
Domanen geringfiigig voneinander unterscheiden. Da Peptide nur 
lineare Epitope darstellen, aber die Ligandensequenz auf dem 
viralen Kapsid auch ein konf ormatives Epitope darstellen kann, 
wurde zusatzlich mit leeren AAV-2 Kapsiden geboostet. 

Pro Immunisierung wurden 10 0 fig Peptid bzw. 30 fig leere (keine 
DNA enthaltende) assemblierte AAV-2-Kapside in 0,1 ml PBS und 
0,1 ml komplettem bzw. inkomplettem Freund's Adjuvans (icFA) 
eingesetzt : 

Tag O. 1. Immunisierung (Peptide + komplettes Freund's 



Nach AbschluS der Immunisierung wurde die Milz einer Maus 
entnommen und die daraus i soli er ten Milzzellen mit Ag8 Zellen 
fusioniert. Die so entstandenen Klone sondern Antikorper in 
das Medium ab, welches nun mit verschiedenen Essays auf seine 
Eigenschaf ten getestet wurde. Zunachst wurden alle Hybri- 
domuberstande auf ihre Fahigkeit zu neutralisieren geprtift. In 
diesem auf GFP (green fluorescent protein) basierenden 
Neutralisationstest fand auch ein "Screenen" der monoklonalen 
Antikorper statt, Zellen wurden in 96 Lochplatten ausgesat und 
am darauf f olgenden Tag mit einem Mix aus AAV-2 GFP-Partikel 
(MOI 10) und Hybridomiiberstanden inkubiert . 20 Stunden nach 
Infektion wurden die Zellen hinsichtlich der Expression von 
GFP unter UV-Licht untersucht . Hybridomiiberstande, welche 
neutralisierend wirkten, also solche die die Expression von 
GFP verhindern, konnten nun auf ihre Fahigkeit, die Bindung 
von AAV-2 an den zellularen Rezeptor zu unterbinden, 



Ad j uvans ) 



Tag 24: 
Tag 41: 
Tag 132: 
Tag 145: 



2. Immunisierung (Peptide + icFA) 

3 . Immunisierung (Kapside + icFA) 

4. Immunisierung (Kapside + icFA) 



Fusion 
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untersucht werden. Dieser nicht-radioaktive Bindungstest wurde 
speziell fur diese Aufgabe entwickelt (s. Fig. 2). Dazu warden 
Hybridoraiiberstande zuerst mit AAV-2 inkubiert bevor diese auf 
Zellen, z.B. Hela-Zellen, gegeben wurden. Die an die Zelle 
5 bindenden AAV-2 Partikel wurden fixiert. Hybridomuberstande, 

welche an AAV-2 binden und die Bindung des Kapsids an den 
zellularen Rezeptor unterbinden, verhindern die Bindung an die 
Zellen. Nach einem Blockierungsschritt werden die an die 
Zellen gebundenen Viren mit dem monoklonalen A2 0-Antik6rper , 

10 welcher assemblierte AAV-2 . Kapside erkennt, nachgeweisen 

(Wistuba et al . , Journal of Virology 71, S. 1341-1352, 1997). 
Die so charakterisierten Klone, welche neutralisierende und 
die Bindung inhibierende Antikorper produzieren, wurden 
daraufhin vereinzelt, um monoklonale Antikorper (Mak) zu 

15 gewinnen. Die so erhaltenen Maks wurden wiederum auf ihre 

Eigenschaf ten hin untersucht. Neben den soeben beschriebenen 
Assays wurden sie weiterhin auf ihr Verhalten in Immun- 
fluoreszenzen von Ad-5 (Negativkontrolle) sowie Ad-5/AAV-2 
infizierten Zellen, Western Blots von Ad/AAV-2 HeLa Extrakten 

20 und im AAV-2 ELISA untersucht. Nach Analyse dieser Daten und 

einer Subklassenbestimmung wurden die beiden Hybridome C24-B 
und C37-B ausgesucht . Die folgende Tabelle zeigt ihre 
Eigenschaf ten : 



25 



' Assay 


j C24-B 

i 




i C37-B 

j j 
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! 


! ^ 
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1 
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i 

i 


AAV-2 ELISA 


+ 


i 
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Immunoglobuiinsubklasse 
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IgGI I 
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Die beiden Hybridome wurden bei der DMSZ in Braunschweig am 
19,8.1998 unter den folgenden Nummern hinterlegt: 

C24-B: ACC 2369 

C37-B: ACC 2370 

5 

BeisTPiel 2 : Herstelluna von fusionierten Einzelketten- 

Antikorpern 

Von beiden Hybridomen, C2 4-B und C3 7-B, wurden Einzelketten- 
Antikorper (scFv) hergestellt. Nach Isolierung von RNA, ixiKNA 

10 und darauf f olgende Syn these von cDNA konnte mit Hilfe von 

Oligonukleotidprimern, deren Sequenz in Breitling et al . , 
Methods in Molecular Medicine, S. 581-592, Vol. 13: Molecular 
Diagnosis of Infectious Diseases, Humana Press Inc. Totowa NJ 
publiziert ist, in der Polymerasen-Kettenreaktion (PGR) die 

15 variablen Domanen der leichten (VL) und der schweren Kette 

(VH) isoliert werden. Diese wurden gemaS Standardmethoden in 
das Expressionsplasmid pHOG21 (Kipriyanov, S.M. et al . , 1997, 
J- of Immunol. Methods 200, S- 69-77) kloniert. 

20 In Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. M. 

Little am DKFZ werden dann "diabodies" hergestellt. Diese 
"diabodies" sind bivalent und bispezif isch, da sie aus zwei 
miteinander fusionierten scFv bestehen. Dabei wird die VH 
Domane des einen Antikorpers (C24-B oder C37-B) durch einen 

25 kurzen Linker mit der Sequenz "AKTTPKLGG" ( Pep tidl inker , 

welcher die ca. 3,5 nm zwischen dem C-Tearminus der einen 
Domane und dem N-Terminus der anderen Domane iiberbruckt 
(Kipriyanov, S.M. et al. Int. J. Cancer 77, S. 763-772, 1998) 
mit der VL Domane eines anderen Antikorpers (anti-CD19) 

30 verbunden und umgekehrt . Allgemeine Hinweise zur Herstellung 

von diabodies sind "Little et al . , Methods in Molecular 
Medicine 555-580, Vol. 13: Molecular Diagnosis of Infectious 
Diseases, Humana Press Inc. Totowa NJ" zu entnehmen. Dadurch 
entsteht ein Produkt, welches zwei Antigen-Bindungsdomanen 

35 besitzt, welche an gegentiberliegenden Seiten des Komplexes 
liegen. 

Die obigen "diabodies" werden sich aus den scFv von C24-B bzw. 
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C37-B und scFv. von Antikorpern, die an B-Zellen binden, 
zusaitimensetzen. Allerdings besteht die Moglichkeit alle scFv, 
welche gegen Zellrezeptoren gerichtet sind, in diese 
" diabodies " einzubauen . 

5 

Beispiel 3: Chemische Kopoluna von Fab Fraamenten 
Fab Fraginente von C24-B undC37-B wurden gemaS Standardmethoden 
isoliert. Diese werdem nun mit IgGs, die gegen EGF und FGF 
Rezeptoren gerichtet sind, oder mit Folat, dem Liganden des 

10 Folatrezeptors , chemisch gekoppelt. Die Konjugation erfolgt 

mit Hilfe von SPDP (3- (2-Pyridildithio) propionic Acid N-Hy- 
droxysuccinimide Ester) . Die entstandenen Komplexe werden liber 
HPLC aufgereinigt und konnen nun eingesetzt werden, den 
Zelltropismus von AAV-Vektoren zu verandern. Dazu werden AAV- 

15 Vektoren mit den gereinigten Fab- IgG/ -Liganden Komplexen 

inkubiert . Die nicht an die AAV-Vektoren gebundenen Komplexe 
werden (z.B.) durch Zentrifugation durch ein Zuckerkissen 
abgetrennt . 

20 Insbesondere werden AAV- 2 Vektoren mit den Luc if erase bzw, 

LacZ Reportergenen eingesetzt, um eine quantitative und 
qualitative Aussage liber die erzielte Expressionsef f izienz zu 
erhalten. Es konnen aber natiirlich alle verftigbaren AAV-Vekto- 
ren eingesetzt werden. Diese Vektoren werden dann mit den Fab- 

25 IgG/Ligand Komplexen inkubiert. 

Beisoiel 4: Anderung des Tropismus von rAAV-2 

Die in Beispiel 2 beschriebenen "diabodies" und in Beispiel 3 
beschriebenen Fab-IgG/Liganden Konjugate konnen nun zur 
30 Anderung des Tropismus von rAAV-2 eingesetzt werden. 



Zwei generelle Anwendungsmoglichkeiten bieten sich an. Zum 
einen werden die Fab-IgG/Liganden Konjugate eingesetzt, um das 
Prinzip zu testen, daS rAAV-2 Zellen tiber einen neuen Rezeptor 
35 infizierbar sind. Nach Kopplung von Fab Fragmenten an den 

Liganden Folat zum Beispiel und darauf f olgender Inkubation mit 
rAAV-2, wird gezeigt, daS Zellen (z.B. HeLa, KB), welche den 
Folatrezeptor liberexprimieren, infizierbar sind. Diese 
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Infektion kann nicht durch einen Uberschufi an Heparin, welches 
die natiirliche AAV-2 Infektion heinint, wohl aber durch die 
Gegenwart von freien Fab Fragment en oder einem UberschuS von 
Folat im Medium verhindert werden. Mit Hilfe von Zellinien, 
5 welche z.B. den EGF Rezeptor exprimieren (MDA, MB468 oder 

U118) , kann anhand des Fab-anti-EGFR-IgG Konjugates analog zu 
den oben geschildertem Beispiel mit dem Folat-Liganden ein 
"retargeting" an den EGFR gezeigt werden. (Siehe Fig. 3) . 

10 Eine Anderung des Tropismus ist aber auch iiber die 

beschriebenen "diabodies" moglich. Diese werden eingesetzt, urn 
fiir AAV-2 schlecht infizierbare Zellen (z.B. die Zellinien 
Raji [human Burkitt lymphoma cell line], 9023 und 9050 [human 
lymphoblastoid cell lines]; Maass, G. et al . Human Gene 

15 Therapy 9, 1049-1059, 1998) einer AAV-2 Infektion zuganglicher 

zu machen. Hierzu werden die "diabodies" mit rAAV-2 inkubiert, 
die nicht an die AAV Kapside gebundenen "diabodies" abgetrennt 
und dann auf die oben genannten Zellen gegeben. Damit ist nun 
eine effiziente Infektion, der von nicht modif iziertem AAV-2 

20 kaum inf izierbaren Lymphomzellinien moglich. 
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Patentanspriiche 

Monoklonaler Antikorper oder Fragment davon, dadurch 
gekennzeichnet , dag er an das Kapsid eines Adeno- 
assozierten Virus (AAV) bindet und die Bindung des Virus 
an den Virusrezeptor einer ursprunglichen Zielzelle ver- 
hindert . 

Antikorper nach Anspruch 1, wobei der Antikorper ein aus 
einem Tier stammender Antikorper, ein humaner bzw. 
humanisierter Antikorper, ein chimarer Antikorper, ein 
Einzelketten-Antikorper oder ein Fragment davon ist. 

Antikorper oder Fragment davon nach Anspruch 1 oder 2, 
wobei das AAV AAV-2, AAV-3, AAV-4, AAV~5 oder AAV-6 ist. 

Antikorper nach einem der Anspriiche 1 bis 3, der an 
gemeinsame Sequenzen von VI, VP2 oder VPS bindet. 

Antikorper oder Fragment davon nach Anspruch A, der an 
die Kapsidproteine von AAV-2 im Bereich der Aminosauren 
449 bis 600 (bezogen auf VP-1) bindet. 

Antikorper nach Anspruch einem der Anspriiche 1 bis 5, der 
C24-B (bei der DSMZ, Braunschweig am 19. August 1998 
unter ACC 2369 hinterlegt) oder C37~B (bei der DSMZ 
Braunschweig am 19. August 1998 unter ACC 2370 
hinterlegt) ist. 

Antikorper oder Fragment davon nach einem der Anspruche 1 
bis 6, auSerdem dadurch gekennzeichnet , daS er mit einem 
gewunschten Rezeptorliganden fusioniert ist, 

Antikorper oder Fragment davon nach Anspruch 1 , wobei der 
Rezeptorligand 
Folat, 
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"Fibroblast Growth Factor" (FGF) , 
ROD Peptidmotive, die an O^-Integrine binden, 
Asialoglycoprotein (ASGP) , 
Erythropoietin 
5 - Epidermal Growth Factor (EGF) , oder 

ein Antikorper, der gegen einen gewunschten Rezeptor 
gerichtet ist, z.B.: 

anti-human secretory component Fab 

fragment 

10 - anti-CD19 ■ 

9. Hybridom, einen Antikorper nach einem der Anspruche 1 bis 
8 erzeugend. 

15 10. AAV-Vektor, dadurch gekennzeichnet , da£ ein Antikorper 

Oder ein Fragment davon nach einem der Anspruche 1 bis 8 
an das Kapsid gebunden ist und dieses nicht mehr an den 
Virusrezeptor der urspriinglichen Zielzelle binden kann, 
jedoch gegebenenf alls an den Virusrezeptor einer 

20 gewunschten Zielzelle . 

11, AAV-Vektor nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, daS 
er von AAV-2, AAV-3 , AAV-4, AAV-5 oder AAV-6 abgeleitet 
ist . 

25 

12. Verfahren zum gerichteten Gentransfer, dadurch 
gekennzeichnet, daS als Vehikel ftir die in die gewiinschte 
Zielzelle einzuschleusende Nucleinsauresequenz ein AAV- 
Vektor nach Anspruch 10 oder 11 verwendet wird. 

30 
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Fig. 1 



ERSATZBUTT (RE6EL 26) 
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Fig. 2 
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A: AAV-2 Bindung an Zellen 




B: AAV-2 komplexiert an Fab Fragment 
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C: Konjugation von Fab an Ligand/IgG 
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AAV-2 receptor >— C24-B/C37-B Fab Fragment 



i I AAV-2 target receptor 



C24-B/C37-B Fab Fragment 
Konjugiert an Ligand/igG 



Fig. 3 
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